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Abkürzungsverzeichnis 
ATP  Adenosintriphosphat 
bp  Basenpaare 
BSA  bovines Serumalbumin 
CDK  Cyclin-abhängige Kinase (cyclin-dependent kinase) 
CDK5RAP1  CDK5 regulatory subunit associated protein 1 
CDKAL1 CDK5 regulatory subunit associated protein 1-like 1 
cDNA  complementary DNA 
DNA  Desoxyribonukleinsäure (Deoxyribonucleic acid) 
dNTP  Desoxyribonukleosidtriphosphate 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
ELISA  Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
FKS  fötales Kälberserum 
HbA1c  glykiertes Hämoglobin A1c 
HEPES  N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsäure 
HPRT  Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 
KCl  Kaliumchlorid 
kDa  Kilodalton 
KRBH  Krebs-Ringer-Bikarbonat-HEPES 
mM  Millimolar (mmol/l) 
mRNA  messenger RNA 
PBS  phosphatgepufferte Kochsalzlösung (phosphat buffered saline) 
PCR  Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) 
RNA  Ribonukleinsäure (Ribonucleic acid) 
RISC  RNA-induced silencing complex 
rpm  Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute) 
siRNA  small interfering RNA 
SNP  Single Nucleotide Polymorphism 
TAE  Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
tRNA   transfer RNA 
VLE-RPMI very low endotoxine-Roswell Park Memorial Institute 
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1 Einführung und Aufgabenstellung 
1.1 Diabetes mellitus 
Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselerkrankung, die zu einer chronisch erhöhten 
Glukosekonzentration im Blut führt (Hyperglykämie). Nach aktuellen Leitlinien der 
Deutschen Diabetes Gesellschaft werden verschiedene Typen unterschieden: Typ-1-
Diabetes, Typ-2-Diabetes, der Gestationsdiabetes (welcher durch das erstmalige 
Auftreten in der Schwangerschaft gekennzeichnet ist), der durch genetische Defekte 
der Betazell-Funktion verursachte Diabetes und andere spezifische Typen, wie z.B. der 
pankreoprive oder medikamentös induzierte Diabetes mellitus (Nauck et al. 2017).  
Während es beim Diabetes mellitus Typ 1 zu einer meist immunologisch vermittelten 
Zerstörung der pankreatischen Betazellen und damit zu einem absoluten 
Insulinmangel kommt, steht beim Typ-2-Diabetes die Insulinresistenz mit einem 
relativen Insulinmangel im Vordergrund. So bedarf der Typ-1-Diabetes von Beginn an 
einer Insulintherapie, während bei der Insulinresistenz zunächst andere 
medikamentöse Optionen in Frage kommen. Zudem ist der Diabetes mellitus Typ 2 
häufig mit anderen Begleiterscheinungen des sogenannten metabolischen Syndroms 
(z.B. Adipositas oder Bluthochdruck) assoziiert. 
 
Im Jahre 2017 waren weltweit 425 Millionen Menschen an Diabetes erkrankt 
(International Diabetes Federation 2017). Nach Angaben des Robert-Koch-Instituts 
zeigt sich in Deutschland eine Prävalenz des Diabetes mellitus der über 18-jährigen von 
8,9 % (Lange 2014). Durch verbesserte Präventionsmaßnahmen und 
Behandlungsmöglichkeiten hat sich zwar die Überlebensdauer verbessert, die 
Prävalenz zeigt aber weiterhin eine steigende Tendenz. Dies ist vor allem durch die 
weltweit zunehmende Verbreitung der Risikofaktoren Bewegungsmangel, 
Fehlernährung und der damit einhergehenden Adipositas begründet (Kolb et al. 2010). 
 
Besonders aufgrund der spät symptomatisch auftretenden Folgeerscheinungen geht 
die Erkrankung mit einer hohen Morbidität und Mortalität einher. Dabei lassen sich 
mikrovaskuläre (Retinopathie, Neuropathie und Nephropathie), makrovaskuläre (z.B. 
koronare Herzerkrankung und periphere arterielle Verschlusskrankheit) und nicht-
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vaskuläre Komplikationen (z.B. Gastroparese und Blasendysfunktion) unterscheiden 
(Fauci et al. 2009).  
1.2 Insulin 
Im Jahr 1921 gelang es dem kanadischen Orthopäden Frederick Grant Banting 
gemeinsam mit dem Studenten Charles Herbert Best erstmals das Hormon Insulin aus 
der Bauchspeicheldrüse zu isolieren. Zwei Jahre später erhielt Banting für diese 
revolutionäre Entdeckung und erfolgreiche Anwendung den Nobelpreis für Medizin. 
Insulin entsteht in den Betazellen der Langerhansschen-Inseln des endokrinen 
Pankreas. Dort wird aus dem auf Chromosom 11 liegenden Gen die Insulin mRNA 
transkribiert, aus welcher zunächst das aus 107 Aminosäuren bestehende 
Vorläuferhormon Prä-Proinsulin synthetisiert wird. Dieses besteht aus einer 
Signalsequenz sowie einer A- und B-Kette, die durch das C-Peptid (connecting peptide) 
verbunden sind. Durch Faltung und weitere Prozessierung entsteht zunächst 
Proinsulin, aus welchem nach Abspaltung des C-Peptids das endgültige Insulin 
entsteht. Die Insulinmoleküle werden in Granula bis zur Sekretion gespeichert.  
Neben Glukose als wichtigstem physiologischen Regulator der Insulinausschüttung 
können auch Aminosäuren, Inkretine (z.B. Glucagon-like peptide 1) und 
Neurotransmitter die Sekretion beeinflussen (Fauci et al. 2009).  
Über den GLUT2-Transporter wird Glukose in die Betazelle aufgenommen und dort 
verstoffwechselt. Das daraus gebildete Adenosintriphosphat (ATP) führt zur Schließung 
von ATP-abhängigen Kaliumkanälen, an welche auch Sulfonylharnstoffe als 
Antidiabetikum binden können. Dadurch wird die Zellmembran depolarisiert und 
spannungsabhängige Kalziumkanäle öffnen sich, welche wiederum durch den Einstrom 
von Kalzium in die Zelle eine Fusion der Insulin-Granula mit der Zellmembran und 
damit die Sekretion verursachen (Hofmann 2001). 
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1.3 RNA-Interferenz 
Im Jahre 2006 wurden die Wissenschaftler Andrew Fire und Craig Mello mit dem 
Nobelpreis für Physiologie oder Medizin geehrt. Sie entdeckten in Caenorhabditis 
elegans, dem Fadenwurm, den Mechanismus der RNA-Interferenz (Fire et al. 1998). 
Dieser wird von Zellen natürlicherweise zur gezielten posttranskriptionellen 
Abschaltung von Genen auf mRNA-Ebene genutzt.  
Im Jahr 2001 konnte bereits gezeigt werden, dass für diese Abschaltung bzw. 
Suppression vorrangig ca. 21-23 Basenpaare lange, doppelsträngige RNA-Stücke mit 
einem Überhang von 2 Nukleotiden an den 3'-Enden, sogenannte small interfering 
RNAs (siRNAs), zuständig sind (Elbashir et al. 2001).  Sie entstehen aus langen 
Doppelstrang-RNA-Molekülen, welche beispielsweise bei der Virusreplikation aber 
auch endogen in einer Zelle entstehen. Diese längeren RNA-Moleküle werden durch 
das RNAse Enzym Dicer in die kürzeren siRNAs gespalten, welche nun 
sequenzspezifisch zur Zerstörung der Ziel mRNA führen.  
Dazu kommt es zur Bildung des RNA-induced silencing complex oder kurz RISC 
(Hammond et al. 2001). Dieser Komplex, für dessen Funktion unter anderem 
sogenannte Argonautenproteine verantwortlich sind, bindet die noch doppelsträngige 
siRNA und spaltet diese in zwei Einzelstränge. Der zur Ziel mRNA komplementäre 
Strang verbleibt im Enzymkomplex, der andere wird von RISC abgebaut. 
Nun kann die siRNA spezifisch an die mRNA binden und führt ebenfalls über RISC zur 
Zerstörung dieser. Somit kann keine Translation erfolgen und das Gen wird supprimiert 
bzw. abgeschaltet (siehe auch Abbildung 1). 
Dieser Mechanismus dient zum einen der Abwehr von Viren durch Abbau der 
virusspezifischen mRNA und zum anderen der Genexpression (McManus et al. 2002).  
Natürlich kann man dies auch zu wissenschaftlichen Zwecken nutzen, indem 
beispielsweise synthetisch hergestellte siRNA sequenzspezifisch die Translation eines 
bestimmten Wunschgens verhindert und somit zu dessen Suppression führt. In der 
vorliegenden Arbeit soll die Einbringung CDKAL1-spezifischer siRNA in Zellen die 
Translation der CDKAL1 mRNA verhindern und damit eine Suppression dieses Gens 
erreichen.  
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der RNA-Interferenz 
a) Der RNA-induced silencing complex (RISC) bindet an die doppelsträngige small interfering RNA (siRNA). 
b) Die siRNA wird von RISC gespalten. Der nicht benötigte Einzelstrang wird abgebaut. 
c) Der zur Ziel mRNA komplementäre Einzelstrang der siRNA bindet spezifisch an die mRNA. 
d) Dadurch wird die mRNA von RISC zerstört und abgebaut. Somit kann keine Translation erfolgen. 
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1.4 CDKAL1: CDK5 regulatory subunit associated protein 1-like 1 
1.4.1 Entdeckung von CDKAL1 
In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche genomweite Assoziationsstudien 
durchgeführt, welche sich zum Ziel gesetzt hatten, das menschliche Genom auf 
Auffälligkeiten zu untersuchen und diese in Verbindung mit Krankheiten zu bringen. 
Dabei wurden die Gensequenzen von gesunden Personen im Vergleich zu Personen 
mit bestimmten Krankheiten untersucht und auf Veränderungen in Form von 
Einzelnukleotid-Polymorphismen, sogenannten SNPs (Single Nucleotide 
Polymorphisms), geachtet. Treten solche Variationen gehäuft bei einer bestimmten 
Krankheit in einem bestimmten Gen auf, so spricht dies für eine Assoziation des Gens 
mit dieser Krankheit. 
Vor allem für Diabetes mellitus Typ 2 konnten so zahlreiche Suszeptibilitätsgene  
beschrieben werden, unter anderem CDKAL1 (Wellcome Trust Case Control 
Consortium 2007, Zeggini et al. 2007, Scott et al. 2007, Steinthorsdottir et al. 2007, 
Saxena et al. 2007, Stancáková et al. 2009). 
Auch in Subpopulationsstudien wurde ein Zusammenhang zwischen CDKAL1 und 
Diabetes mellitus gezeigt. So wiesen unter anderem Wen et al. 2010 CDKAL1 als ein 
Suszeptibilitätsgen in Han-Chinesen nach.  
CDKAL1 codiert im menschlichen Genom auf dem Chromosom 6 (Abbildung 2) für ein 
65 kDa großes Protein, dessen Funktion bisher noch nicht komplett verstanden ist. 
Allerdings zeigt CDKAL1 Sequenz-Ähnlichkeiten zum Gen CDK5RAP1 (CDK5 regulatory 
subunit associated protein 1), welches für das Protein codiert, das mit der 
regulatorischen Untereinheit der CDK5 (cyclin-dependent kinase 5) assoziiert ist. 
Daraus resultiert auch der etwas umständlich anmutende Name CDK5 regulatory 
subunit associated protein 1-like 1. 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Position des CDKAL1-Gens im menschlichen Genom 
Die rote Markierung zeigt die Lage des Gens für CDKAL1 auf dem kurzen Arm des 6. Chromosoms. 
Quelle: GeneCards Gene Database  
(online unter: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CDKAL1) 
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1.4.2 CDK5 (cyclin-dependent kinase 5) und p35 
Cyclin-abhängige Kinasen bzw. cyclin-dependent kinases sind Enzyme, welche andere 
Enzyme mittels Phosphorylierung aktivieren können. Diese Proteinkinasen sind 
abhängig von der Bindung an Cycline, die in verschiedenen Stadien des Zellzyklus in 
unterschiedlichen Konzentrationen vorkommen. So spielen diese Enzyme eine 
entscheidende Rolle in der Kontrolle des Zellzyklus. Für diese Entdeckung wurden 
Leland Hartwell, Tim Hunt und Paul Nurse 2001 mit dem Nobelpreis für Physiologie 
oder Medizin geehrt.  
Inzwischen konnten einige dieser Kinasen identifiziert werden, unter anderem auch 
CDK5, welche vor allem im neuronalen Gewebe eine entscheidende Rolle spielt.  
Anders als bei diesen Enzymen üblich benötigt CDK5 allerdings kein Cyclin zur 
Aktivierung, sondern hat ihren eigenen Aktivator - die essentielle regulatorische 
Untereinheit p35 (Tsai et al. 1994). Lew et al. (1994) zeigten, dass CDK5 im Gehirn 
durch das Protein p25 aktiviert werden kann, welches eine durch Proteolyse verkürzte 
Variante von p35 darstellt. Das Spaltprodukt p25 akkumuliert bei Patienten mit 
Alzheimer Erkrankung und trägt über eine anormale Aktivierung der CDK5 zum Verlust 
der neuronalen Funktion bei (Patrick et al. 1999). 
Janson et al. konnten 2004 zeigen, dass in einer Kohorte von Patienten mit Alzheimer 
Demenz die Prävalenz des Diabetes mellitus Typ 2 deutlich erhöht war, so dass ein 
genetischer Zusammenhang möglich erscheint.  
Obwohl CDK5 anfangs neuronenspezifisch beschrieben wurde, konnte diese mit ihrem 
Aktivator p35 auch in pankreatischen Betazellen nachgewiesen werden. Dort führt 
eine erhöhte Glukosekonzentration zu einer Erhöhung der Konzentration an p35, 
welches über die Bildung von aktiven p35/CDK5-Komplexen die Transkription des 
Insulin-Gens beeinflusst (Ubeda et al. 2004).  
Wenn Betazellen mit toxischen Glukosekonzentrationen (30 mM) belastet werden, 
resultiert daraus eine Verminderung der Insulinsekretion und -expression. Dies kann 
durch Inaktivierung der CDK5 verhindert werden (Ubeda et al. 2006, Wei et al. 2005).  
Das Protein, für welches das Gen CDK5RAP1 codiert, führt über eine Bindung an p35 zu 
einer Inaktivierung der CDK5 (Ching et al. 2002). 
So scheint CDK5 abhängig von der Glukosekonzentration eine entscheidende Rolle in 
der Regulation der Insulinexpression und -sekretion zu spielen. 
Einführung und Aufgabenstellung 
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1.4.3 Rolle des CDKAL1 in der Pathogenese des Diabetes mellitus 
Da CDKAL1 Ähnlichkeiten zu CDK5RAP1 aufweist, kann unterstellt werden, dass es 
auch ähnliche Funktionen erfüllt und ebenfalls zu einer Inaktivierung der CDK5 führt. 
So würde es zu einer vermehrten Insulinsekretion und dem protektiven Effekt der 
inaktivierten CDK5 auf die pankreatischen Betazellen unter toxischer Glukosebelastung 
beitragen. 
Die Veränderungen im CDKAL1-Gen, welche vor allem bei Patienten mit Diabetes 
mellitus Typ 2 zu finden sind, gehen möglicherweise mit einem Funktionsverlust des 
daraus resultierenden Proteins einher. So wäre durch das Ausbleiben der oben 
beschriebenen Effekte auf die Betazellen eine Rolle des CDKAL1 in der Pathogenese 
des Diabetes mellitus erklärbar. 
Es konnte bereits bei Probanden mit bestimmten Veränderungen, sogenannten SNPs 
(Single Nucleotide Polymorphism), im CDKAL1-Gen sowohl eine Verminderung der 
Insulinsekretion (Groenewoud et al. 2008, Stancáková et al. 2008, Liang et al. 2015) als 
auch eine reduzierte Konversion von Proinsulin zu Insulin (Kirchhoff et al. 2008) 
nachgewiesen werden.  
Weiterhin zeigten Pascoe et al. (2007), dass CDKAL1 Genvariationen mit einer 
herabgesetzten Sensitivität der Betazellen auf veränderte Glukosekonzentrationen 
assoziiert sind. Zudem reagieren Betazellen aus CDKAL1 defizienten Mäusen mit einer 
verringerten Insulinantwort auf einen Glukosereiz (Ohara-Imaizumi et al. 2010).  
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2, welche bestimmte Risikoallele von CDKAL1 
tragen, scheinen therapeutisch schlechter auf bestimmte orale Antidiabetika 
anzusprechen (Schroner et al. 2012; Chistiakov et al. 2011). In einer japanischen Studie 
ging eine genetische Veränderung von CDKAL1 (SNP rs9465871) mit einer erhöhten 
Konzentration an glykiertem Hämoglobin A1c (HbA1c) einher (Miyaki et al. 2010). 
Jener Wert spiegelt die durchschnittliche Höhe der Blutzuckerkonzentration der 
vergangenen Wochen wieder und wird auch im klinischen Alltag als Verlaufsparameter 
genutzt.  
Dies alles deutet daraufhin, dass CDKAL1 eine nicht unerhebliche Rolle im 
Insulinstoffwechsel spielt. 
Einführung und Aufgabenstellung 
 12 
1.5 Fragestellung 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, im Zellmodell durch gezielte Stilllegung der 
CDKAL1 mRNA zu untersuchen, ob dieses Gen einen Einfluss auf die Sekretion bzw. die 
Transkription von Insulin hat.  
Die gewonnenen Daten können dazu beitragen, einen Teil der komplexen Pathogenese 
des Diabetes mellitus auf genetischer Ebene zu erklären und somit helfen, den 
Insulinstoffwechsel in pankreatischen Betazellen besser zu verstehen. 
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2 Materialien und Methoden 
2.1 Geräte 
Light Cycler:   LightCycler 1.5 und Software Version 3.5, Roche, Mannheim 
Photometer:  BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg 
Elektrophorese 
- Kammer:  Bio-Rad Sub-Cell GT, Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
- Stromversorgung: Bio-Rad Power Pac 300, Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
- Bildauswertung: Alpha Imager HP und Software Alpha View Version 3.0.3.0,  
   Cell Biosciences (Alpha Innotech), Santa Clara, Kalifornien 
Zentrifugen:  3K Mini Spin, Eppendorf, Hamburg 
   Rotina 46 RS, Hettich, Tuttlingen 
Mikroskope:  CK 30, Olympus, Hamburg 
   Axiolab, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen 
2.2 Chemikalien 
Agarose, Serva, Heidelberg 
β-Mercaptoethanol, Serva, Heidelberg 
Bovines Serum Albumin Fraktion V, Serva, Heidelberg 
Bromphenolblau, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
CaCl2 (Calciumchlorid), Merck, Darmstadt 
EDTA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Ethanol (mit Methylethylketon vergällt), Dr. K. Hollborn und Söhne GmbH, Leipzig 
Essigsäure, Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Glukose, Serva, Heidelberg 
HCl (Salzsäure) rauchend (37 %), Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsäure), Carl Roth GmbH, Karlsruhe  
KCl (Kaliumchlorid), Fluka Chemie AG, Steinheim 
MgCl2 (Magnesiumchlorid), Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
NaCl (Natriumchlorid), Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
NaH2PO4 (Natriumdihydrogenphosphat), Merck, Darmstadt 
NaHCO3 (Natriumhydrogencarbonat), Merck, Darmstadt 
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Natrium-Pyruvat, Serva, Heidelberg 
PBS (phosphatgepufferte Kochsalzlösung), Biochrom AG, Berlin 
Sucrose, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Trisbase, Serva, Heidelberg 
Trypanblau 0,5 %, Fluka, Buchs, Schweiz 
Trypsin, 1x, Biochrom AG, Berlin 
2.3 PCR-Primer 
Folgende Primer wurden von der Firma BioTeZ (Berlin-Buch) synthetisiert und für die 
quantitative Real-Time PCR genutzt. 
"CDKAL1 forward" und "CDKAL1 backward" 
 5' - GGA TTT GCC AAA GAT CAG GA - 3' 
 5' - ACT TCC ACC AGC TTC CAC AG - 3' 
"HPRT forward" und "HPRT backward" 
 5' - GCA GAC TTT GCT TTC CTT GG - 3' 
 5' - TCC ACT TTC GCT GAT GAC AC - 3' 
"Insulin forward" und "Insulin backward": 
 5' - GGG GAA CGT GGT TTC TTC T - 3' 
 5' - AGT GGT GGA CTC AGT TGC AG - 3' 
2.4 Zellkultur 
2.4.1 INS-1E Zellen 
INS-1E Zellen entstammen einer insulinproduzierenden Insulinom-Zelllinie der Ratte 
(Asfari et al. 1992), welche durch Glukosestimulation zur vermehrten 
Insulinproduktion angeregt werden können (Merglen et al. 2004). Deshalb sind diese 
Zellen als pankreatisches Betazell-Modell sehr gut geeignet. Die Zellen wurden 
freundlicherweise von M. Beck, Technische Universität Dresden, zur Verfügung 
gestellt. 
2.4.2 Zellkulturmedium 
Zur Kultivierung der INS-1E Zellen wurde das Medium VLE-RPMI 1640 (very low 
endotoxine - Roswell Park Memorial Institute) mit folgenden Zusätzen verwendet: 
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5 % FKS (fötales Kälberserum), 1 % Penicillin/Streptomycin, 1 mM Natrium-Pyruvat, 
10 mM HEPES, 50 µM β-Mercaptoethanol. 
VLE-RPMI 1640, Penicillin/Streptomycin, FKS: Biochrom AG, Berlin 
2.4.3 Zellkultivierung 
Alle Arbeiten unmittelbar an den Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in einer 
Sicherheitswerkbank durchgeführt. Die sterilen Materialien, wie Zellkulturmedium und 
Puffer, wurden vor Benutzung auf 37 °C erwärmt. 
Die Zellkultivierung erfolgte bei einer Temperatur von 37 °C, einem CO2-Gehalt von 5 % 
und 90 % Luftfeuchtigkeit. Für die Kultivierung wurden 5 Millionen Zellen in eine 
Zellkulturflasche der Firma Techno Plastic Products AG (Trasadingen, Schweiz) mit 
einer Wachstumsoberfläche von 75 cm² ausgesät. Das Zellkulturmedium wurde alle 
zwei bis drei Tage gewechselt. Sobald die adhärenten Zellen sehr dicht gewachsen 
waren, wurden sie durch Trypsinierung abgelöst und in kleinerer Menge wieder 
ausgesät. 
2.5 Transfektion mit siRNA (small interfering RNA) 
Transfektionsreagenz: HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen, Hilden) 
siRNA:    custom siRNA duplex, High-Performance Purity (HPP) 
siRNA-Sequenz der CDKAL1 spezifischen siRNA:   
Zielsequenz   5'-AAG GTT CCT GGA ATA ACG ATT-3' 
Sense    5'-GGU UCC UGG AAU AAC GAU UUU -3' 
Antisense   3'-UUC CAA GGA CCU UAU UGC UAA -5' 
 
Zur Transfektion wurden die Zellen 24 Stunden vorher in 12-Well-Platten ausgesät, je 
500 000 Zellen pro Well. Diese optimale Anzahl konnte durch ein Vorexperiment 
ermittelt werden (siehe 3.3.1 Evaluation der ausgesäten Zellzahl). Vor der ersten 
Transfektion musste die lyophilisierte siRNA mit 250 µl des vom Hersteller 
mitgelieferten Suspensionspuffers vermischt werden, wodurch sich eine Konzentration 
von 20 µM einstellte. Anschließend wurde die siRNA 1 Minute bei 90 °C und 60 
Minuten bei 37 °C inkubiert und war so für die Transfektion vorbereitet. Nach 
Protokoll des Herstellers des Transfektionsreagenz wurden pro Well der Platte 1 µl 
siRNA, 6 µl Transfektionsreagenz und 100 µl Zellkulturmedium (VLE-RPMI) ohne FKS 
gemischt. Zur Bildung stabiler Transfektionskomplexe wurde dies anschließend 10 
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Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann in die Wells der Platte getropft. Ein 
Drittel der Zellen wurde mit CDKAL1 spezifischer siRNA transfiziert, ein Drittel blieb als 
Kontrolle unbehandelt und das letzte Drittel wurde mit einer kommerziell erhältlichen 
sogenannten mock siRNA (Qiagen, Hilden) transfiziert, welche keine Sequenzspezifität 
hat und somit als negative Kontrolle diente. Anschließend wurden die Platten 48 
Stunden unter den üblichen Bedingungen inkubiert bevor sie stimuliert wurden. 
2.6 Stimulation und Probengewinnung 
Zur Stimulation der Zellen und Probengewinnung dienten folgende Substanzen: 
 KRBH (Krebs-Ringer-Bikarbonat HEPES): 135 mM NaCl, 3,6 mM KCl, 
5 mM NaHCO3 , 0,5 mM NaH2PO4, 0,5 mM MgCl2, 1,5 mM CaCl2, 10 mM HEPES, 
BSA 0.1 %, Wasser - Lösung auf pH 7,4 eingestellt 
 Glukose-Stimulans: 20 mM Glukose in KRBH  
 Kaliumchlorid-Stimulans: 30 mM Kaliumchlorid und 2,5 mM Glukose in KRBH 
 Ethanol/Salzsäure-Lösung: 0,18 M HCl in 70 % Ethanol  
Vor der Stimulation der Zellen wurden diese 2 Stunden lang mit glukosefreiem VLE- 
RPMI 1640 (jeweils 1ml pro Well) und anschließend 30 Minuten mit KRBH  
(ebenfalls 1 ml pro Well) bei 37 °C inkubiert.  
Ein Drittel der Platte wurde dann 2 Stunden lang bei 37 °C mit Glukose-Stimulans 
(jeweils 1 ml pro Well) und ein weiteres Drittel mit KCl-Stimulans (ebenfalls 1ml pro 
Well) stimuliert. Zum Vergleich blieb das letzte Drittel unstimuliert und wurde nur mit 
KRBH inkubiert. Die Dauer der Stimulation konnte wieder in einem Vorexperiment 
ermittelt werden (siehe 3.3.2 Evaluation der Stimulationsdauer). 
Anschließend wurden die Überstände abgenommen und bei -20 °C für die 
extrazelluläre Insulinkonzentrationsbestimmung gelagert.  
Die eine Hälfte der Platte diente der intrazellulären Insulinkonzentrationsbestimmung. 
Sie wurde zur Lysierung der Zellen mit Ethanol/Salzsäure-Lösung behandelt, 4 Stunden 
im Kühlschrank bei 4 °C gelagert und das Zelllysat anschließend ebenfalls bei  
-20 °C für die spätere intrazelluläre Insulinkonzentrationsbestimmung aufbewahrt. 
Die zweite Hälfte diente der RNA-Extraktion zur Bestimmung des Insulin mRNA-
Gehaltes. 
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2.7 Molekularbiologie 
2.7.1 RNA-Extraktion 
Die RNA wurde mittels "RNeasy Mini Kit" der Firma Qiagen, Hilden gewonnen. 
Die Extraktion erfolgte nach Handbuch des Herstellers. 
2.7.2 RNA-Konzentrationsbestimmung 
Zur Bestimmung der Konzentration der extrahierten RNA wurden die Proben bei  
260 nm photometrisch analysiert und anschließend mit RNAse freiem Wasser auf  
50 ng/µl verdünnt. So war gewährleistet, dass bei der anschließenden PCR gleiche 
Gesamtkonzentrationen eingesetzt wurden. 
2.7.3 Reverse Transkription 
Die gewonnene RNA wurde mithilfe des "Omniscript Reverse Transcription"-Kits 
(Qiagen, Hilden) in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde nach Handbuch des Herstellers 
pro Probe folgender Ansatz auf Eis pipettiert: 
2 µl 10x Buffer RT 
2 µl dNTP Mix 
2 µl Random Primer (Invitrogen, Karlsruhe) 
1 µl RNase OUT (Invitrogen, Karlsruhe) 
1 µl Omniscript Reverse Transcriptase 
8 µl RNAse freies Wasser 
4 µl RNA 
Dieser Ansatz wurde dann 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. 
2.7.4 Quantitative Real-Time PCR 
Für die quantitative Analyse wurde eine Real-Time PCR mithilfe des "LightCycler 
FastStart DNA Master SYBR Green I"-Kits der Firma Roche (Mannheim) etabliert. Es 
sollte die Menge an mRNA von Insulin und CDKAL1 in Referenz zu einem sogenannten 
"Haushaltsgen" HPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase) untersucht 
werden (siehe 2.7.6 Auswertung der Real-Time PCR).  
Dafür wurde pro Probe folgender Ansatz jeweils mit den Primern für Insulin, HPRT und 
CDKAL1 auf Eis pipettiert: 
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2 µl 10x LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I 
0,5 µl Primer forward  
0,5 µl Primer backward  
1,5 µl MgCl2 (Magnesiumchlorid) 
13,5 µl Wasser 
2 µl cDNA 
Ein Ansatz mit Wasser statt cDNA diente als Negativkontrolle. 
Anschließend wurden die Ansätze in LightCycler Glaskapillaren der Firma Roche 
(Mannheim) überführt und bei 3000 rpm 5 Sekunden zentrifugiert. 
Die Real-Time PCR fand im LightCycler 1.5 der Firma Roche (Mannheim) unter den 
folgenden Reaktionsbedingungen statt. Es wurde in einem Durchlauf die PCR für 
Insulin und in einem weiteren die PCR für CDKAL1 und HPRT durchgeführt. 
Insulin HPRT und CDKAL1  
Temperatur Dauer Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen 
95 °C 10 Minuten 95 °C 10 Minuten 1 
95 °C 
54 °C 
72 °C 
10 Sekunden 
5 Sekunden 
9 Sekunden 
95 °C 
56 °C 
72 °C 
10 Sekunden 
5 Sekunden 
9 Sekunden 
 
40 
95 °C 30 Sekunden 95 °C 30 Sekunden 1 
65 °C 15 Sekunden 65 °C 15 Sekunden 1 
Schmelzkurve: Erhitzen auf 95 °C mit 0,1 °C Temperaturanstieg pro Sekunde 
40 °C  30 Sekunden 40 °C 30 Sekunden 1 
 
Aufgrund der Tatsache, dass die Trennung der Schritte Reverse Transkription und Real-
Time PCR mit größeren Fehlerquellen behaftet war, wurde die Methode dahingehend 
verändert, die quantitativen Untersuchungen direkt in einem Schritt durchzuführen - 
als sogenannte Onestep PCR. 
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2.7.5 Onestep PCR (Reverse Transkription und Real-Time PCR) 
Die Reverse Transkription der gewonnenen RNA in cDNA sowie die anschließende 
quantitative Bestimmung per Real-Time PCR erfolgten in einem Schritt mithilfe des 
"QuantiTect SYBR Green RT-PCR"-Kit von Qiagen (Hilden). Dazu wurde pro Probe 
folgender Ansatz auf Eis pipettiert: 
10 µl 2x QuantiTect SYBR Green RT Master Mix 
2 µl Primer forward  
2 µl Primer backward  
0,2 µl QuantiTect RT Mix 
4,8 µl RNAse freies Wasser 
1 µl RNA 
Ein Ansatz mit Wasser statt RNA diente als Negativkontrolle. 
Anschließend wurden die Ansätze in LightCycler Glaskapillaren der Firma Roche 
(Mannheim) überführt und bei 3000 rpm 5 Sekunden zentrifugiert. 
Die Real-Time PCR fand ebenfalls im LightCycler 1.5 der Firma Roche (Mannheim) 
unter folgenden Reaktionsbedingungen statt: 
 
Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen 
50 °C 20 Minuten 1 
95 °C 15 Minuten 1 
94 °C 
54 °C 
72 °C 
15 Sekunden 
25 Sekunden 
30 Sekunden 
 
40 
Schmelzkurve: Erhitzen auf 95 °C mit 0,1 °C Temperaturanstieg pro Sekunde  
40 °C 30 Sekunden 1 
 
Um die Spezifität der Real-Time PCR zu überwachen, wurde eine Schmelzkurve 
angefertigt, bei der die DNA-Produkte kontinuierlich bis auf 95 °C erhitzt wurden. Aus 
der so gewonnenen Schmelzkurvenanalyse konnte ermittelt werden, dass nur die 
gewünschte mRNA (bzw. cDNA) amplifiziert wurde, da jedes DNA-Produkt bei einer 
spezifischen Temperatur denaturiert. Durch die daraus folgende Freisetzung des 
Fluoreszenzfarbstoffes wurde eine Fluoreszenzabnahme registriert. 
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2.7.6 Auswertung der Real-Time PCR 
Die Auswertung der Real-Time PCR und damit die Bestimmung der mRNA-Menge des 
Zielgens (z.B. CDKAL1) erfolgte semiquantitativ im Vergleich zu einem Referenz-Gen, 
welches ebenfalls in den Zellen vorkommt, im Glukose- bzw. Insulin-Stoffwechsel keine 
Rolle spielt und unabhängig vom Zellzyklus exprimiert wird. Wie Smidt et al. 2006 
zeigten, erfüllt das Gen für HPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase) 
diese Bedingungen besonders für das verwendete Zellmodell. 
Zur Quantifizierung der Real-Time PCR wurden die sogenannten Crossing Points (Cp) 
genutzt. Diese Werte geben den PCR-Zyklus an, bei welchem das Fluoreszenz-Signal 
des SYBR-Green einen Schwellenwert, der sich unter anderem durch eine 
unspezifische Hintergrundfluoreszenz ergibt, übersteigt und es dementsprechend zu 
einem signifikanten Fluoreszenzsignal kommt. Der Crossing Point ist der Beginn der 
exponentiellen Zunahme des PCR-Produktes und wird durch die Ausgangsmenge an 
cDNA bzw. mRNA bestimmt.  
Mithilfe der 2-ΔΔCp Methode nach Livak et al. (2001) konnte dann die relative Menge an 
mRNA des Zielgens im Vergleich zum Haushaltsgen ermittelt werden. Dabei wird von 
einer Verdopplung der cDNA-Menge pro PCR-Zyklus ausgegangen:  
ΔCp = Cp Zielgen - Cp Haushaltsgen 
ΔΔCp = ΔCp Behandlung - ΔCp Kontrolle 
relative Menge mRNA = 2 -ΔΔCp 
 
2.8 Insulinkonzentrationsbestimmung 
Die Bestimmung der intra- und extrazellulären Insulinkonzentration wurde 
freundlicherweise von Prof. Dr. med. Matthias Blüher, Klinik und Poliklinik für 
Endokrinologie und Nephrologie, Universitätsklinikum Leipzig, übernommen. Sie 
erfolgte mit einem rattenspezifischen Insulin-ELISA. 
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2.9 Gelelektrophorese 
Zur elektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte wurde eine Elektrophorese 
mit einem 2-prozentigen Agarosegel durchgeführt. Zu den Proben wurde nebst DNA-
Ladungspuffer (0,25 % Bromphenolblau und 40 % Sucrose) auch SYBR Green 
(Biowhittaker Molecular Applications, Rockland, USA) gegeben, welches eine 
anschließende Auswertung des Gels ohne zusätzliche Färbung im Alpha Imager  
(Cell Biosciences, Santa Clara, Kalifornien) ermöglichte. 
Der Elektrophoresekammerpuffer war 1x TAE (Tris-Acetat-EDTA-Puffer). Zur 
Herstellung von 50x TAE wurden 242 g Trisbase, 57,1 ml konzentrierte Essigsäure, 
18,61 g EDTA und 500 ml Wasser gemischt und mit konzentrierter Salzsäure auf einen 
pH von 8,0 eingestellt. 
Die Elektrophorese wurde 35 Minuten lang bei einer Spannung von 120 V 
durchgeführt. Ein mit auf das Gel aufgetragener DNA-Leiter (Gene Ruler 100 bp der 
Firma Fermentas, St. Leon-Rot) erlaubte eine Abschätzung der Größe der PCR 
Produkte. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Nachweis von CDKAL1 in INS-1E 
Voraussetzung für die Untersuchung eines Einflusses durch CDKAL1 ist natürlich das 
Vorhandensein von CDKAL1 in der genutzten Zelllinie. Um einen Nachweis zu 
erbringen, dass CDKAL1 mRNA in den INS-1E Zellen vorhanden ist, wurde eine Real-
Time PCR mit RNA aus unstimulierten und untransfizierten INS-1E Zellen mit den 
CDKAL1 spezifischen Primern durchgeführt und die Produkte anschließend 
elektrophoretisch aufgetrennt (Abbildung 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ein mit auf das Gel aufgetragener DNA-Leiter mit Banden im Abstand von 100 
Basenpaaren (bp) dient der Größenabschätzung der PCR-Produkte. Dabei zeigt sich, 
dass CDKAL1 und auch HPRT (das Referenz-Gen - siehe 2.7.6 Auswertung der Real-
Time PCR) in den Zellen exprimiert werden. Die spezifischen Primer amplifizieren dabei 
ungefähr 200-250 Basenpaare lange PCR-Produkte.  
  
DNA-      1         2            3    4     5       6        Negativ-  
Leiter               (CDKAL1)    (HPRT)         kontrolle 
Abbildung 3: Elektrophorese zum Nachweis von CDKAL1 
Gezeigt ist die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte aus RNA von unstimulierten und 
untransfizierten INS-1E Zellen. 1, 2 und 3 wurden mit CDKAL1 spezifischen Primern und 4, 5 und 6 mit 
HPRT spezifischen Primern amplifiziert. Zur Größenabschätzung wurde ein DNA-Leiter (100 bp) 
aufgetragen. Wasser diente zur Negativkontrolle. Es zeigt, dass sowohl CDKAL1 als auch HPRT in den 
Zellen exprimiert werden. 
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3.2 Real-Time PCR zur quantitativen Analyse 
Um die Insulinmenge auf mRNA-Ebene zu bestimmen und die Knockdown-Effizienz der 
CDKAL1 siRNA zu untersuchen, wurde eine Real-Time PCR entwickelt.  
Aus den angefertigten Amplifizierungskurven (Beispiel Abbildung 4) konnten die 
Crossing Points abgelesen werden, aus denen wie unter 2.7.6 (Auswertung der Real-
Time PCR) beschrieben, die Menge an mRNA bestimmt wurde. 
Nach Abschluss der Amplifizierung der PCR-Produkte wurde eine Schmelzkurve 
angefertigt, aus der mittels Schmelzkurvenanalyse (Beispiel Abbildung 5) überprüft 
werden konnte, dass nur die gewünschte mRNA (bzw. cDNA) amplifiziert wurde.  
 
  
Abbildung 4: Amplifizierungskurve (Bildschirmauszug der LightCycler Software zur Datenanalyse) 
Mithilfe solcher Amplifizierungskurven, in diesem Beispiel für 18 Proben und eine Kontrollprobe, 
konnten die Crossing Points abgelesen und daraus die Menge an mRNA bestimmt werden. 
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Abbildung 5: Schmelzkurvenanalyse (Bildschirmauszug der LightCycler Software zur Datenanalyse) 
Mithilfe der Schmelzkurvenanalyse zeigt sich, dass aus allen 18 Proben die gleiche mRNA amplifiziert 
wurde. Der zweite Peak bei ca. 79 °C zeigt die Kontrollprobe (Wasser mit Primern). 
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3.3 Vorexperimente 
3.3.1 Evaluation der ausgesäten Zellzahl 
Zunächst musste ermittelt werden, wie viele Zellen pro Well der 12-Well-Platte 
ausgesät werden sollten, um eine ideale Stimulation der INS-1E Zellen mit Glukose zu 
erhalten. Dazu wurden verschiedene Zellzahlen mit Glukose stimuliert, wie unter 2.6 
(Stimulation und Probengewinnung) beschrieben, und untersucht, welche den besten 
stimulatorischen Effekt auf die Produktion von Insulin mRNA hat. Tabelle 1 zeigt die 
Crossing Points für Insulin und HPRT getrennt nach den verschiedenen Zellzahlen pro 
Well jeweils unstimuliert und mit 20 mM Glukose in KRBH stimuliert. Daraus wurde, 
wie unter 2.7.6 (Auswertung der Real-Time PCR) beschrieben, der relative Anteil 
Insulin mRNA ermittelt. Der Anteil ist dabei jeweils gemessen an der Menge Insulin 
mRNA in den Zellen, welche nicht mit Glukose stimuliert wurden. Die Zellen wurden in 
diesem Experiment nicht mit siRNA transfiziert. 
Tabelle 1: Bestimmung der optimalen Zelldichte pro Well 
Gezeigt sind die Crossing Points (Cp) von Insulin und HPRT und der daraus berechnete relative Anteil an 
Insulin mRNA in unstimulierten und mit 20 mM Glukose stimulierten INS-1E Zellen getrennt nach 
verschiedenen Zellzahlen pro Well. Dabei ist die Menge Insulin mRNA als relativer Anteil an der Menge 
in unstimulierten Zellen gegeben. So zeigt sich bei 500 000 Zellen der beste Stimulationseffekt. 
 
Hierbei zeigt sich bei einer initial ausgesäten Zelldichte von 300 000 Zellen  bzw.  
750 000 Zellen pro Well der 12-Well-Platte eine Verringerung der Menge an Insulin 
mRNA auf 17,5 % bzw. 66,4 %. Bei 400 000 Zellen pro Well verändert sich die Menge 
an Insulin mRNA praktisch nicht (103 %).  
Zellzahl Stimulans Cp 
Insulin 
Cp 
HPRT 
ΔCp 
Insulin 
ΔΔCp 
Insulin 
relativer Anteil 
Insulin mRNA 
300 000 
ohne 21,86 23,89 -2,03 0,00 1,00 
Glukose 24,72 24,24 0,48 2,51 0,176 
400 000 
ohne 23,89 24,11 -0,22 0,00 1,00 
Glukose 24,32 24,58 -0,26 -0,04 1,028 
500 000 
ohne 24,93 25,52 -0,59 0,00 1,00 
Glukose 21,45 24,66 -3,21 -2,62 6,148 
750 000 
ohne 24,00 24,81 -0,81 0,00 1,00 
Glukose 24,74 24,96 -0,22 0,59 0,664 
Ergebnisse 
 26 
Lediglich bei 500 000 Zellen pro Well konnte ein deutlicher Stimulationseffekt mit einer 
mehr als 6-fachen Steigerung der Insulin mRNA Menge festgestellt werden. Daher 
wurden die folgenden Experimente mit 500 000 Zellen pro Well durchgeführt. 
3.3.2 Evaluation der Stimulationsdauer 
In der Arbeit von Merglen et al. (2004) wurde für die Zellen eine Stimulationsdauer von 
30 Minuten beschrieben. Da damit keine zufriedenstellenden Stimulationseffekte im 
Sinne einer adäquaten Insulinproduktion festzustellen waren, wurde die 
Stimulationsdauer evaluiert. Dazu wurden die Zellen, wie unter 2.6 (Stimulation und 
Probengewinnung) beschrieben, mit Glukose-Stimulans (20 mM Glukose in KRBH) 30 
Minuten und 120 Minuten ohne vorherige Transfektion mit siRNA stimuliert. Tabelle 2 
und Abbildung 6 zeigen den durch Real-Time PCR ermittelten relativen Anteil an Insulin 
mRNA gemessen an der Menge Insulin mRNA in den Zellen ohne Glukosestimulation  
getrennt nach der Stimulationsdauer. 
Stimulationsdauer  Stimulans ΔCp Insulin ΔΔCp Insulin relativer Anteil 
Insulin mRNA 
30 Minuten 
ohne -12,745 0,000 1,000 
Glukose -12,7825 -0,038 1,026 
120 Minuten 
ohne -12,71 0,000 1,000 
Glukose -12,9475 -0,237 1,179 
Tabelle 2: Bestimmung der optimalen Stimulationsdauer 
Gezeigt sind die Mittelwerte der ΔCp-Werte für Insulin aus 4 Versuchen und die daraus errechnete 
anteilige Menge Insulin mRNA in den mit 20 mM Glukose stimulierten INS-1E Zellen im Vergleich zu der 
Menge Insulin mRNA in den nicht mit Glukose stimulierten Zellen. Dabei zeigt sich der bessere 
Stimulationseffekt nach 120 Minuten. 
 
Nach 120 Minuten mit einer Erhöhung der Insulin mRNA Menge auf  
117,9 % zeigt sich der bessere Stimulationseffekt als nach 30 Minuten mit einer zu 
vernachlässigenden Erhöhung auf 102,6 %. 
Daher wurden die Zellen in allen Experimenten 2 Stunden stimuliert. 
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3.4 CDKAL1-Supprimierung mittels RNA-Interferenz 
Zur Überprüfung der Effizienz der Supprimierung von CDKAL1 mittels CDKAL1 
spezifischer siRNA wurde eine Real-Time PCR entwickelt, welche semiquantitativ in 
Relation zum Haushaltsgen HPRT die relative Menge an CDKAL1 mRNA ermittelt. In 
Tabelle 3 sind die Mittelwerte aller 6 Experimente zum CDKAL1-Knockdown für die 
untransfizierten Zellen ohne siRNA, die mit der negativen Kontroll siRNA (mock siRNA) 
transfizierten und die mit CDKAL1 spezifischer siRNA transfizierten Zellen angegeben. 
Aus den gemittelten ΔCp-Werten wurde, wie unter 2.7.6 (Auswertung der Real-Time 
PCR) beschrieben, die relative Menge CDKAL1 mRNA berechnet und als relativer Anteil 
zu den Zellen ohne siRNA angegeben. 
 
 
 
 
90% 
95% 
100% 
105% 
110% 
115% 
120% 
125% 
unstimuliert 20 mM Glukose unstimuliert 20 mM Glukose 
30 Minuten 120 Minuten 
re
la
ti
ve
r 
A
n
te
il 
In
su
lin
 m
R
N
A
 
Abbildung 6: relativer Anteil Insulin mRNA zur Darstellung der optimalen Stimulationsdauer 
In diesem Diagramm ist anteilig die relative Menge der Insulin mRNA in mit 20 mM Glukose stimulierten 
Zellen im Vergleich zu unstimulierten Zellen (gläserne Flächen) getrennt nach der Stimulationsdauer 
dargestellt. Dabei zeigt sich ein besserer Stimulationseffekt nach 120 Minuten. 
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Nach Transfektion der INS-1E Zellen mit CDKAL1 spezifischer siRNA zeigt sich eine 
Supprimierung der CDKAL1 mRNA auf im Mittel 49,6 % im Vergleich zu den 
unbehandelten Zellen (siehe auch Abbildung 7). Die leichte Supprimierung der CDKAL1 
mRNA auf durchschnittlich 86,7 % unter Transfektion mit mock siRNA ist auf 
unspezifische Effekte zurück zu führen.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 ΔCp CDKAL1 ΔΔCp CDKAL1 relativer Anteil CDKAL1 
mRNA 
ohne siRNA 3,390 0,000 1,000 
mock siRNA 3,596 0,206 0,867 
CDKAL1 siRNA 4,402 1,012 0,496 
Tabelle 3: Quantifizierung der CDKAL1 mRNA Menge mit Supprimierung durch CDKAL1 siRNA 
Dargestellt sind die Mittelwerte der ΔCp-Werte für CDKAL1 aus 6 Experimenten, aus welchen die 
anteilige Menge CDKAL1 mRNA gemessen an den untransfizierten Zellen berechnet wurde. Dabei zeigt 
sich in mit CDKAL1 siRNA behandelten Zellen eine Supprimierung der CDKAL1 mRNA auf 49,6 %.  
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Abbildung 7: CDKAL1-Supprimierung durch CDKAL1 spezifische siRNA 
Gezeigt ist die relative Menge an CDKAL1 mRNA gemessen an den Zellen, welche nicht mit siRNA 
transfiziert wurden (gläserne Fläche). Dabei zeigt sich durch die Behandlung mit CDKAL1 spezifischer 
siRNA ein deutlicher Transfektionseffekt und eine Verringerung der CDKAL1 mRNA Menge auf die Hälfte. 
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3.5 Stimulationseffekte durch Glukose und Kaliumchlorid 
Um die Insulinomzellen zu vermehrter Insulinsekretion und -transkription anzuregen, 
wurden diese mit Glukose-Stimulans (20 mM Glukose in KRBH) einerseits und 
Kaliumchlorid-Stimulans (30 mM KCl und 2,5 mM Glukose in KRBH) andererseits 
behandelt. Dazu wurden zunächst die Zellen untersucht, welche nicht mit siRNA 
transfiziert wurden. Tabelle 4 zeigt die Mittelwerte der ΔCp-Werte für Insulin und den 
daraus ermittelten relativen Anteil an Insulin mRNA getrennt nach Stimulationsart. Der 
relative Anteil ist dabei gemessen an den Zellen, welche nicht stimuliert wurden. 
Stimulans ΔCp Insulin ΔΔCp Insulin relativer Anteil 
Insulin mRNA 
ohne -10,190 0,000 1,000 
20 mM Glukose -10,568 -0,378 1,299 
30 mM KCl und  
2,5 mM Glukose 
-9,903 0,287 0,820 
Tabelle 4: Stimulationseffekt auf die Menge Insulin mRNA 
Gezeigt sind die Mittelwerte der ΔCp-Werte für Insulin aus 6 Versuchen und der daraus berechnete 
relative Anteil Insulin mRNA. Der Anteil ist dabei gemessen an den Zellen, welche nicht mit Glukose oder 
Kaliumchlorid stimuliert wurden. Die Zellen wurden nicht mit siRNA behandelt. Dabei zeigt sich eine 
Erhöhung der Insulin mRNA durch Stimulation mit Glukose und eine Erniedrigung durch KCl-Stimulation.  
Bei Stimulation mit Glukose zeigt sich eine Erhöhung der Insulin mRNA Menge auf 
130 % (siehe auch Abbildung 8). Die Stimulation mit KCl hat eine Verringerung der 
Insulin mRNA Menge auf 82 % zur Folge. Da die Stimulation mit Kaliumchlorid vor 
allem zur Anregung der Insulinsekretion diente, ist die fehlende Stimulation der Insulin 
mRNA Menge durch KCl nicht unerwartet. 
Es wurde gezeigt, dass die INS-1E Zellen in allen Experimenten zur vermehrten 
Insulinproduktion auf mRNA Ebene durch Stimulation mit Glukose in der Lage waren. 
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Abbildung 8: Stimulationseffekte durch Glukose und KCl 
Dargestellt ist die relative Menge Insulin mRNA gemessen an der Menge in den nicht stimulierten Zellen 
(gläserne Fläche) getrennt nach Stimulationsart. Es zeigt sich ein deutlicher Stimulationseffekt durch 
Glukose, sowie eine Verringerung durch KCl-Stimulans. 
Ergebnisse 
 31 
3.6 Quantifizierung des Insulinproteins 
3.6.1 Extrazelluläre Insulinkonzentration 
Zur Untersuchung, welchen Einfluss die Supprimierung von CDKAL1 auf die 
Insulinsekretion hat, wurde die extrazelluläre Konzentration an Insulin aus dem 
Überstand der Zellen mittels ELISA bestimmt.  
Tabelle 5 zeigt die Mittelwerte der Insulinkonzentrationen aus 6 Experimenten 
getrennt nach Stimulanzien und jeweiliger Transfektion mit siRNA (siehe auch 
Abbildung 9).  
Stimulans Transfektion Insulinkonzentration in ng/ml 
ohne ohne siRNA 58,12 
mock siRNA 96,95 
CDKAL1 siRNA 83,59 
Glukose 
(20 mM Glukose) 
ohne siRNA 139,62 
mock siRNA 175,83 
CDKAL1 siRNA 151,54 
KCl 
(30 mM KCl und  
2,5 mM Glukose) 
ohne siRNA 94,92 
mock siRNA 80,27 
CDKAL1 siRNA 68,20 
Tabelle 5: Extrazelluläre Insulinkonzentration 
Dargestellt sind die Mittelwerte der extrazellulären Insulinkonzentrationen aus 6 Versuchen getrennt 
nach Stimulanzien und Art der Transfektion. Es zeigt sich eine leichte Erhöhung der Insulinkonzentration 
in den unstimulierten und den mit Glukose stimulierten Zellen, sowie eine Erniedrigung in den mit KCL-
Stimulans behandelten Zellen. 
Es wird zunächst deutlich, dass sich die extrazelluläre Insulinkonzentration durch die 
Stimulation mit Glukose bzw. Kaliumchlorid erhöht, wobei Glukose den deutlich 
stärkeren Stimulus darstellt. Bei den mit CDKAL1 spezifischer siRNA transfizierten 
Zellen zeigt sich eine Erniedrigung der Insulinkonzentration in den mit KCl stimulierten 
Zellen und eine Erhöhung der Insulinkonzentration in den unstimulierten sowie mit 
Glukose stimulierten Zellen im Vergleich zu den untransfizierten Zellen. Einen 
ähnlichen Effekt zeigen auch die Zellen, welche mit mock siRNA behandelt wurden, so 
dass der Effekt wohl nicht allein dem CDKAL1-Knockdown zuzuschreiben ist. 
Interessant ist der Unterschied der Insulinantwort der Zellen auf einen Glukosereiz 
(siehe auch Abbildung 10): Die Zellen, welche nicht mit siRNA transfiziert wurden, 
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zeigen eine ca. 2,4-fache Erhöhung der extrazellulären Insulinkonzentration durch die 
Stimulation mit Glukose (58,12 ng/ml zu 139,62 ng/ml). Dagegen zeigen die mit 
CDKAL1 spezifischer siRNA behandelten Zellen eine nur ca. 1,8-fache Erhöhung der 
Insulinkonzentration auf gleichen Stimulationsreiz (83,59 ng/ml zu 151,54 ng/ml). 
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Abbildung 9: Extrazelluläre Insulinkonzentration 
Gezeigt sind die Insulinkonzentrationen getrennt nach Stimulationsart und jeweiliger Art der Transfektion. 
Dabei zeigt vor allem Glukose einen deutlichen Stimulationseffekt, allerdings sowohl bei den 
untransfizierten als auch bei den mit CDKAL1 spezifischer siRNA transfizierten Zellen. Lediglich mit KCl zeigt 
sich eine kleinere Stimulationsantwort in den mit CDKAL1 spezifischer siRNA transfizierten Zellen. 
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Abbildung 10: Einfluss des CDKAL1-Knockdowns auf die stimulierte extrazelluläre Insulinkonzentration 
Während die Zellen, welche nicht mit siRNA transfiziert wurden, eine 2,4-fache Erhöhung der 
extrazellulären Insulinkonzentration durch die Stimulation mit Glukose zeigen, weisen die mit CDKAL1 
spezifischer siRNA behandelten Zellen eine nur ca. 1,8-fache Erhöhung auf. 
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3.6.2 Intrazelluläre Insulinkonzentration 
Um den Einfluss der CDKAL1-Supprimierung auf die intrazelluläre Insulinkonzentration 
zu untersuchen, wurden die Zellen mit Ethanol/Salzsäure-Lösung lysiert und daraus 
anschließend mittels ELISA die Proteinkonzentration bestimmt. 
Tabelle 6 zeigt die Mittelwerte der Insulinkonzentrationen im Zelllysat aus 3 
Experimenten getrennt nach Stimulanzien und Transfektionsart.  
Stimulans Transfektion Insulinkonzentration in ng/ml 
ohne ohne siRNA 1962,54 
mock siRNA 1749,09 
CDKAL1 siRNA 1960,73 
Glukose 
(20 mM Glukose) 
ohne siRNA 1723,76 
mock siRNA 1712,71 
CDKAL1 siRNA 1676,46 
KCl 
(30 mM KCl und  
2,5 mM Glukose) 
ohne siRNA 1801,12 
mock siRNA 1319,54 
CDKAL1 siRNA 1385,03 
Tabelle 6: Intrazelluläre Insulinkonzentration 
Dargestellt sind die Mittelwerte der intrazellulären Insulin-Proteinkonzentrationen aus 3 Versuchen 
getrennt nach Stimulanzien und Art der Transfektion. Es zeigt sich vor allem bei den mit KCl stimulierten 
Zellen eine deutlich niedrigere Insulinkonzentration in den mit CDKAL1 spezifischer siRNA transfizierten 
Zellen im Vergleich zu den Zellen, welche nicht mit siRNA behandelt wurden.  
 
Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die intrazelluläre Konzentration an Insulinprotein 
durch Stimulation mit Glukose verringert, allerdings unabhängig davon ob die Zellen 
mit siRNA transfiziert wurden oder nicht. Zudem verringert sich die intrazelluläre 
Konzentration an Insulinprotein durch Stimulation mit KCl, vor allem in den Zellen, 
welche mit CDKAL1 spezifischer siRNA transfiziert wurden. Dieser Effekt zeigt sich 
allerdings auch bei der mock siRNA (siehe auch Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Intrazelluläre Insulinkonzentration 
Gezeigt sind die Insulinkonzentrationen getrennt nach Stimulationsart und jeweiliger Art der 
Transfektion. Dabei zeigt sich vor allem bei KCl stimulierten Zellen ein stärkerer Abfall durch die 
Transfektion mit CDKAL1 spezifischer siRNA. Dieser Effekt zeigt sich allerdings auch bei der mock siRNA. 
Ergebnisse 
 35 
3.7 Quantifizierung der Insulin mRNA  
3.7.1 Zellen ohne Stimulans 
Um den Einfluss der Suppression von CDKAL1 auf die Transkription von Insulin zu 
untersuchen, wurde die Insulin mRNA Menge in den Zellen ohne und mit supprimierter 
CDKAL1 mRNA quantifiziert. Dabei wurden zunächst unstimulierte Zellen, welche nicht 
durch Glukose oder Kaliumchlorid zur vermehrten Insulinproduktion bzw. -sekretion 
angeregt wurden, untersucht und eine quantitative Analyse der Insulin mRNA in 
untransfizierten im Vergleich zu CDKAL1 supprimierten Zellen mittels Real-Time PCR 
durchgeführt.  
Tabelle 7 zeigt die Mittelwerte der ΔCp-Werte für Insulin von insgesamt 6 
Experimenten und den daraus errechneten relativen Anteil Insulin mRNA. Der relative 
Anteil ist dabei gemessen an den Zellen, die nicht mit siRNA zur CDKAL1-
Supprimierung behandelt wurden.  
Tabelle 7: Quantifizierung der Insulin mRNA in nicht stimulierten Zellen 
In dieser Tabelle sind die Mittelwerte der ΔCp-Werte für Insulin aus 6 Versuchen gezeigt und die daraus 
berechnete relative Menge Insulin mRNA anteilig an den Zellen, welche nicht mit siRNA behandelt 
wurden, getrennt nach Transfektionsart. Dabei zeigt sich keine Änderung der Menge an Insulin mRNA in 
den mit CDKAL1 siRNA transfizierten Zellen.  
Abbildung 12 zeigt die relative Menge Insulin mRNA in den nicht mit Glukose oder 
Kaliumchlorid stimulierten Zellen anteilig gemessen an der Menge Insulin mRNA aus 
den Zellen, die nicht mit siRNA transfiziert wurden, getrennt nach der siRNA, mit 
welcher transfiziert wurde. 
  
 ΔCp Insulin ΔΔCp Insulin relativer Anteil Insulin 
mRNA 
ohne siRNA -10,19 0,000 1,000 
mock siRNA -10,472 -0,282 1,216 
CDKAL1 siRNA -10,151 0,039 0,973 
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Dabei zeigt sich in den Zellen, welche nicht mit Glukose oder Kaliumchlorid zur 
vermehrten Insulinproduktion bzw. -sekretion angeregt wurden, unter Supprimierung 
der CDKAL1 mRNA keine Veränderung der Insulin mRNA Menge (durchschnittliche 
Verringerung auf 97,3 %). Die mit der negativen Kontroll siRNA (mock siRNA) 
transfizierten Zellen zeigen eine Erhöhung der Insulin mRNA Menge auf 
durchschnittlich 121,6 %. Dies ist am ehesten auf unspezifische Effekte zurück zu 
führen. 
3.7.2 Zellen mit Glukose-Stimulans 
Um einen Einfluss von CDKAL1 auf die Insulinproduktion auf genetischer Ebene zu 
untersuchen, wurden die INS-1E Zellen auch mittels Glukose zur Insulintranskription 
angeregt. Dann wurde durch eine Real-Time PCR der Effekt der CDKAL1-Supprimierung 
auf die Insulin mRNA Menge untersucht.  
Tabelle 8 zeigt die Mittelwerte der ΔCp-Werte für Insulin und den daraus ermittelten 
relativen Anteil Insulin mRNA. Dabei ist dieser Anteil gemessen an der Menge Insulin 
mRNA in den Zellen, welche nicht mit siRNA behandelt wurden. 
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Abbildung 12: Relativer Anteil Insulin mRNA in nicht zur Insulinproduktion angeregten Zellen 
Das Diagramm zeigt die relative Menge an Insulin mRNA gemessen an der Menge Insulin mRNA der 
nicht mit siRNA behandelten Zellen (gläserne Fläche) getrennt nach der siRNA, mit welcher die Zellen 
transfiziert wurden. Dabei zeigt sich kein Unterschied zwischen den Zellen ohne siRNA und den Zellen, 
in denen CDKAL1 supprimiert ist.  
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 ΔCp Insulin ΔΔCp Insulin relativer Anteil Insulin mRNA 
ohne siRNA -10,568 0,000 1,000 
mock siRNA -10,642 -0,074 1,053 
CDKAL1 siRNA -10,377 0,191 0,876 
Tabelle 8: Quantifizierung der Insulin mRNA in mit 20 mM Glukose stimulierten Zellen 
Gezeigt sind die Mittelwerte der ΔCp-Werte für Insulin aus 6 Experimenten und der daraus berechnete 
relative Anteil Insulin mRNA. Dabei ist dieser Anteil gemessen an den Zellen, welche nicht mit siRNA 
behandelt wurden. Dabei zeigt sich eine leichte Verringerung der Insulin mRNA in den CDKAL1 
supprimierten Zellen.  
Dabei zeigt sich, dass eine Supprimierung der CDKAL1 mRNA mittels spezifischer siRNA 
mit einer nur leichten Verringerung auf 87,6 % keinen wesentlichen Effekt auf die 
Insulin mRNA hat (siehe auch Abbildung 13). Die Behandlung mit negativer Kontroll 
siRNA hat ebenfalls keinen Einfluss auf die Insulin mRNA Menge. 
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Abbildung 13: Relativer Anteil Insulin mRNA in mit 20 mM Glukose stimulierten Zellen 
Das Diagramm zeigt die relative Menge an Insulin mRNA gemessen an der Menge Insulin mRNA aus den 
nicht mit siRNA behandelten Zellen (gläserne Fläche) getrennt nach der siRNA, mit welcher die Zellen 
transfiziert wurden. Die Zellen wurden mit 20 mM Glukose zur Insulinexpression angeregt. Dabei zeigt sich 
eine nur leichte Verringerung der Menge an Insulin mRNA in den Zellen, in welchen CDKAL1 supprimiert 
wurde. Dieser Effekt scheint unter Berücksichtigung der Fehlerbalken (Standardfehler) nicht signifikant. 
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3.7.3 Zellen mit Kaliumchlorid-Stimulans 
Um einen Einfluss von CDKAL1 auf die Insulinproduktion auf genetischer Ebene zu 
untersuchen, wurden die INS-1E Zellen auch mittels Kaliumchlorid (KCl) und Glukose 
zur Insulinsekretion angeregt. Anschließend wurde durch eine Real-Time PCR der 
Effekt der CDKAL1-Supprimierung auf die Insulin mRNA Menge untersucht.  
Tabelle 9 zeigt die Mittelwerte der ΔCp-Werte für Insulin und den daraus ermittelten 
relativen Anteil Insulin mRNA. Dabei ist der Anteil gemessen an der Menge Insulin 
mRNA in den Zellen, welche nicht mit siRNA behandelt wurden. 
Hierbei zeigt sich, dass eine Supprimierung der CDKAL1 mRNA mittels spezifischer 
siRNA eine Erhöhung der Insulin mRNA zur Folge hat. Allerdings zeigt die Behandlung 
mit negativer Kontroll-siRNA einen ähnlichen Einfluss (siehe auch Abbildung 14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 ΔCp Insulin ΔΔCp Insulin relativer Anteil Insulin 
mRNA 
ohne siRNA -9,9 0,000 1,000 
mock siRNA -10,43 -0,524 1,438 
CDKAL1 siRNA -10,48 -0,577 1,491 
Tabelle 9: Quantifizierung der Insulin mRNA in mit 30mM KCl und 2,5 mM Glukose stimulierten Zellen 
Gezeigt sind die Mittelwerte der ΔCp-Werte für Insulin aus 3 Experimenten und der daraus berechnete 
relative Anteil Insulin mRNA. Dabei ist der Anteil gemessen an den Zellen, welche nicht mit siRNA 
behandelt wurden.  
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Abbildung 14: Relativer Anteil Insulin mRNA in mit 30 mM KCl und 2,5 mM Glukose stimulierten Zellen 
Das Diagramm zeigt die relative Menge an Insulin mRNA gemessen an der Menge Insulin mRNA aus den 
nicht mit siRNA behandelten Zellen (gläserne Fläche) getrennt nach der siRNA, mit welcher die Zellen 
transfiziert wurden. Die Zellen wurden mit KCl-Stimulans behandelt. Dabei ist eine Erhöhung der Menge 
an Insulin mRNA in den mit CDKAL1 siRNA und den mit mock siRNA behandelten Zellen zu erkennen. 
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4 Diskussion 
Der Diabetes mellitus zählt weltweit zu den häufigsten Erkrankungen mit weiterhin 
steigender Prävalenz. Vor allem beim Typ-2-Diabetes scheinen genetische Faktoren 
eine Rolle zu spielen. Im Rahmen genomweiter Assoziationsstudien konnten 
verschiedene Suszeptibilitätsgene dieser Erkrankung identifiziert werden, u.a. auch 
CDKAL1 (Cyclin dependent kinase 5 regulatory subunit associated protein 1-like 1) 
(Wellcome Trust Case Control Consortium 2007, Zeggini et al. 2007, Scott et al. 2007, 
Steinthorsdottir et al. 2007, Saxena et al. 2007).  
Da über die Funktion dieses Gens nicht viel bekannt ist, sollte in der vorliegenden 
Arbeit ein möglicher Einfluss von CDKAL1 auf die Insulinsekretion und -expression 
pankreatischer Betazellen untersucht werden. Dazu wurde in einer Ratten-
Insulinomzelllinie (INS-1E), welche zur glukoseabhängigen Insulinausschüttung befähigt 
ist, CDKAL1 mRNA mittels RNA-Interferenz supprimiert und anschließend die 
Insulinmenge auf Protein- und RNA-Ebene bestimmt. 
 
Zunächst konnte nachgewiesen werden, dass CDKAL1 in der Zelllinie exprimiert wird. 
Nach Evaluation der idealen Zellzahl wurde zur Untersuchung der Effektivität der RNA-
Interferenz eine Real Time PCR entwickelt mit welcher semiquantitativ im Vergleich zu 
einem anderen Gen (HPRT) die Menge an CDKAL1 mRNA ermittelt werden konnte. So 
ließ sich eine Suppression des Gens auf durchschnittlich 50% nachweisen. 
Da eine Stimulation der Zellen mit Glukose und Kaliumchlorid geplant war, erfolgte 
zusätzlich noch die Ermittlung der idealen Stimulationsdauer. Hier konnte nach 120 
Minuten eine deutlich bessere Steigerung der Insulin mRNA auf 117 % ermittelt 
werden im Vergleich zu 30 Minuten mit einer nur unwesentlichen Steigerung auf 
102 %. 
 
Um zu klären, auf welcher Ebene CDKAL1 einen Einfluss auf den Insulinstoffwechsel 
haben könnte, wurde Insulin in den Experimenten auf Protein und auf RNA-Ebene 
untersucht. So könnten Unterschiede in Expression und Sekretion dargestellt werden. 
Zur Klärung des Einflusses von CDKAL1 auf die Insulinsekretion wurde die intra- und 
extrazelluläre Insulinkonzentration vor und nach Stimulation der Zellen mit Glukose 
bzw. Kaliumchlorid (KCl) untersucht.  
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Wie zu erwarten, zeigte die Messung mittels ELISA nach Stimulation der Zellen sowohl 
mit Glukose als auch mit Kaliumchlorid eine Steigerung der extrazellulären 
Insulinkonzentration. Die Suppression von CDKAL1 erbrachte allerdings divergente 
Resultate. So ließ sich eine verringerte extrazelluläre Insulinkonzentration in den mit 
Kaliumchlorid stimulierten Zellen nachweisen (ohne siRNA 94,92 ng/ml und mit 
CDKAL1 siRNA 68,20 ng/ml), während die Suppression von CDKAL1 in den 
unstimulierten (ohne siRNA 58,12 ng/ml und mit CDKAL1 siRNA 83,59 ng/ml) und mit 
Glukose stimulierten Zellen (ohne siRNA 139,62 ng/ml und mit CDKAL1 siRNA 
151,54 ng/ml) eine Steigerung der Insulinkonzentration erbrachte. Allerdings zeigten 
auch die mit einer mock siRNA behandelten Zellen solch divergente Effekte, so dass 
diese Ergebnisse wohl nicht dem CDKAL1-Knockdown zuzuschreiben sind. 
Interessant ist der Unterschied der Insulinantwort auf einen Glukosereiz. Während die 
INS-1E Zellen, welche nicht mit siRNA behandelt wurden, eine ca. 2,4-fache Erhöhung 
der extrazellulären Insulinkonzentration durch die Stimulation mit Glukose 
(58,12 ng/ml zu 139,62 ng/ml) aufwiesen, zeigten die mit CDKAL1 spezifischer siRNA 
behandelten Zellen eine nur ca. 1,8-fache Erhöhung der Insulinkonzentration auf 
gleichen Stimulationsreiz (83,59 ng/ml zu 151,54 ng/ml). 
So kann vermutet werden, dass CDKAL1 möglicherweise keinen direkten Einfluss auf 
die Insulinsekretion im unstimulierten Zustand hat, wohl aber auf die 
Sekretionsantwort unter erhöhter Glukosebelastung. 
 
Da die Stimulation mit Glukose und Kaliumchlorid zur Insulinausschüttung aus den 
Zellen führt, war in den Messungen die stimulierte intrazelluläre Insulinkonzentration, 
wie zu erwarten, leicht verringert (ohne Stimulans 1962,54 ng/ml, mit Glukose 1723,76 
ng/ml und mit KCl 1801,12 ng/ml). Die Transfektion mit CDKAL1 spezifischer siRNA 
führte hierbei lediglich bei den mit KCl stimulierten Zellen zu einer Veränderung (ohne 
siRNA 1801,12 ng/ml und mit CDKAL1 siRNA 1385,03 ng/ml). Allerdings zeigte auch 
hier wieder die mock siRNA ähnliche Effekte, so dass von keinem direkten CDKAL1-
Einfluss auszugehen ist. Somit konnte bei diesen Experimenten kein Effekt von CDKAL1 
auf die intrazelluläre Insulinkonzentration nachgewiesen werden. 
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Um einen eventuellen Einfluss von CDKAL1 auf RNA-Ebene zu untersuchen, wurde 
mittels Real-Time PCR die Insulin mRNA Menge in den Zellen ohne und mit 
supprimierter CDKAL1 mRNA quantifiziert. 
Dabei hatte eine Suppression von CDKAL1 in den Zellen, welche nicht mit Glukose oder 
Kaliumchlorid stimuliert wurden, keinen Einfluss auf die Insulin mRNA-Menge (relativer 
Anteil Insulin mRNA in mit CDKAL1 siRNA behandelten Zellen 97,3 %). 
In den mit Kaliumchlorid stimulierten Zellen ließ sich eigenartiger Weise eine Erhöhung 
der Insulin mRNA Menge feststellen (relativer Anteil Insulin mRNA in mit CDKAL1 
siRNA behandelten Zellen 149,1 %). Da dieser Effekt allerdings auch bei den mit  mock 
siRNA behandelten Zellen auffällig ist, scheint es sich hierbei um keine CDKAL1-
spezifische Wirkung zu handeln. 
In den mit Glukose stimulierten Zellen ließ sich nach Suppression von CDKAL1 eine 
Verringerung der Insulin mRNA Menge auf 87,6 % feststellen. Unter Berücksichtigung 
der Standardabweichungen ist dieser Effekt allerdings nicht signifikant, so dass auch 
hier kein Einfluss auf die Insulin mRNA Menge beschrieben werden kann. 
Damit konnte in diesen Experimenten kein Effekt von CDKAL1 auf die 
Insulintranskription nachgewiesen werden.  
 
Da die CDKAL1-supprimierten Zellen aber eine verringerte Insulinsekretion unter 
erhöhten Glukosekonzentrationen aufwiesen, unterstützt dies die Vermutung, dass 
CDKAL1 beim Diabetes mellitus Typ 2 eine entscheidende Rolle spielen könnte. Denn 
diese Erkrankung geht mit einem chronisch erhöhten Blutzuckerspiegel einher und in 
den hier dargestellten Experimenten war vor allem bei den Zellen, welche mit Glukose 
stimuliert wurden, ein Effekt durch CDKAL1 zu beobachten. 
So könnte man vermuten, dass eine strukturelle Veränderung des CDKAL1-Gens und 
ein eventuell daraus resultierender Funktionsverlust des Proteins mit einer 
erniedrigten Insulinantwort unter (für Diabetes mellitus typisch) erhöhten 
Glukosebedingungen einhergehen könnte. Auch ließe sich mit dieser Erklärung die bei 
CDKAL1-SNP-Trägern einleitend beschriebene verringerte Sensitivität auf bestimmte 
Antidiabetika, u.a. Sulfonylharnstoffe (Schroner et al. 2012), besser verstehen. 
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Bei der Beurteilung der Resultate muss man natürlich einschränkend erwähnen, dass 
die untersuchten Ergebnisse in einem Zellmodell mit Insulinomzellen gewonnen 
wurden, so dass eine einfache Übertragung in die Physiologie des humanen Pankreas 
nicht automatisch erfolgen kann. Insbesondere da es sich um Tumorzellen aus einem 
Insulinom bei Ratten handelt und diese nicht nur physiologische Eigenschaften 
besitzen. Dennoch haben sich diese als Betazell-Modell zur Untersuchung der 
Vorgänge im Pankreas auf zellulärer Ebene etabliert (Merglen et al. 2004) und waren 
daher auch für die Experimente das Zellmodell meiner Wahl. 
Eine weitere Einschränkung besteht darin, dass durch RNA-Interferenz niemals das 
Gen komplett ausgeschaltet werden kann. So ließ sich auch in dieser Arbeit eine 
Reduktion der CDKAL1 mRNA-Menge auf durchschnittlich die Hälfte erreichen. Dies 
muss bei der Interpretation berücksichtigt werden, spiegelt aber die physiologischen 
Bedingungen wieder, da auch ein Gen-Polymorphismus nur in seltenen Fällen mit dem 
kompletten Funktionsverlust eines Gens einhergeht. 
 
Was durch meine Ergebnisse nicht abschließend geklärt werden kann, ist die Frage, 
wie CDKAL1 im Detail die Veränderungen im Insulinstoffwechsel bewirkt. 
CDKAL1 weist Sequenz-Ähnlichkeiten zum Gen CDK5RAP1 (CDK5 regulatory subunit 
associated protein 1) auf, welches für das Protein codiert, das mit der regulatorischen 
Untereinheit der CDK5 (cyclin-dependent kinase 5) assoziiert ist. Daher liegt es nahe, 
dass auch CDKAL1 über die CDK5 seine Wirkung entfaltet. CDK5 ist eine atypische 
Kinase, welche nicht durch Cyclin reguliert wird, sondern ihren eigenen Aktivator p35 
hat. Unter physiologischen Bedingungen führt eine aktivierte CDK5 zu einer 
vermehrten Insulinexpression durch einen Glukosereiz (Ubeda et al. 2004). Wenn 
CDK5RAP an CDK5/p35-Komplexe bindet, so werden diese inaktiviert (Ching et al. 
2002).  
Neuere Studien konnten zeigen, dass CDKAL1 für ein Enzym aus der Familie der 
Methylthiotransferasen codiert (Wei et al. 2011; Arragain et al. 2010). Diese Enzyme 
als Untergruppe der Radikal-S-Adenosylmethionine (SAM)-Superfamilie modifizieren 
das Nukleosid Adenosin als Baustein zahlreicher transfer RNAs (tRNA) durch 
Methylierung und Thiolierung, um deren adäquate Funktion bei der Translation 
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diverser Proteine sicherzustellen (Pierrel et al. 2004). Auch CDK5RAP codiert für ein 
solches Enzym (Reiter et al. 2012). 
CDKAL1 im Speziellen modifiziert eine für Lysin codierende tRNA, so dass ein 
Funktionsverlust des Gens mit einer Translationsveränderung für Proinsulin und somit 
einer verringerten Insulinsynthese einhergehen könnte (Wei et al. 2012). 
Abbildung 15 zeigt schematisch, wie CDKAL1 damit in der Betazelle den 
Insulinstoffwechsel beeinflussen könnte.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Wenn man der Hypothese der Translationsveränderung von Proinsulin folgt, sollte sich 
logischerweise die absolute Menge an Insulin mRNA nach Suppression von CDKAL1 
nicht ändern. Dies deckt sich mit den von mir ermittelten Resultaten. Hier ließ sich 
ebenfalls kein relevanter Einfluss auf die Insulin mRNA Menge nach Suppression von 
CDKAL1 feststellen.  
 
 
 
 
CDKAL1 
 
tRNA 
 
Lysin 
 
Adenosin 
mRNA 
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Lysin 
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a) 
b) 
Abbildung 15: Schematische Darstellung der möglichen Einflüsse von CDKAL1 
a) unter physiologischen Bedingungen methyliert und thioliert das Enzym, für das CDKAL1 codiert, 
Adenosin als Baustein der tRNA für die Aminosäure Lysin 
b) bei Veränderungen im Gen für CDKAL1 und einem damit möglicherweise einhergehenden 
Funktionsverlust wird Adenosin nicht methyliert und thioliert, somit erfolgt eine fehlerhafte Translation 
der mRNA und damit z.B. eine verminderte Insulinsynthese  
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Ein Effekt zeigte sich erst auf die Insulinsekretion in den extrazellulären Raum unter 
Stimulation mit Glukose. Dies wäre ebenfalls durch eine veränderte Translation von 
Insulin zu erklären.  
 
Unklar bleibt, warum sich kein CDKAL1-Effekt auf die intrazelluläre 
Insulinkonzentration nachweisen ließ. Daher wäre es möglich, dass ein verändertes 
CDKAL1-Gen auf weiterem Wege, z.B. über andere Proteine, welche durch 
Translationsveränderung mit einem Funktionsverlust einhergehen, seine Wirkung im 
Insulinstoffwechsel entfaltet. Da auch CDK5 und ihr Aktivator p35 vor allem Glukose-
abhängig wirken (Ubeda et al. 2004) liegt es nahe, dass die Effekte von CDKAL1 auch 
über CDK5 vermittelt werden könnten. 
Diese Vermutung lässt sich aufgrund der hier ermittelten Daten nicht beweisen. Dafür 
benötigt es weitere Studien und Untersuchungen zu diesem wichtigen 
Suszeptibilitätsgen. 
 
Zusammenfassend hat CDKAL1 auf diversen Wegen Einfluss auf den 
Insulinstoffwechsel. Eine Reduktion der Insulin-Expression lässt sich gar nicht und eine 
verringerte Sekretion nur unter Glukosestimulation beobachten. Somit kann postuliert 
werden, dass die Assoziation von CDKAL1 zu Diabetes mellitus Typ 2 vor allem in 
Zuständen erhöhter Glukosekonzentration zu beobachten ist.  
Unter all diesen Voraussetzungen besitzt CDKAL1 eventuell protektive Eigenschaften 
bezüglich der Erkrankung Diabetes mellitus. So würden Träger gesunder Allele von 
CDKAL1 unter Bedingungen erhöhter Glukosekonzentrationen auch mit einer 
normalen Insulinausschüttung reagieren können, wohingegen Träger veränderter 
Allele diese Reaktion nicht mehr zeigen und sich damit die Wahrscheinlichkeit zu 
erkranken erhöht. 
 
Abschließend konnte somit die vorliegende Arbeit einen Beitrag zum Verständnis des 
Einflusses des Diabetes mellitus Typ 2 assoziierten Gens CDKAL1 auf die endokrine 
Funktion pankreatischer Betazellen leisten.  
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Zahlreiche genomweite Assoziationsstudien konnten CDK5 regulatory subunit 
associated protein 1-like 1 (CDKAL1) als ein Suszeptibilitätsgen für Diabetes mellitus 
Typ 2 identifizieren. Da die Funktion des Gens noch nicht gänzlich bekannt ist, wurde in 
der vorliegenden Arbeit der Einfluss von CDKAL1 auf die endokrine Funktion 
pankreatischer Betazellen untersucht. 
Dazu wurde in einem Zellkulturmodell mit Ratten-Insulinomzellen (INS-1E), welche zur 
glukoseabhängigen Insulinausschüttung befähigt sind, CDKAL1 mRNA mittels RNA-
Interferenz supprimiert und anschließend eine quantitative Messung des intra- und 
extrazellulären Insulinproteins und der Insulin mRNA vorgenommen, um eine Aussage 
über die Sekretion und Expression von Insulin treffen zu können.  
 
Zunächst konnte nachgewiesen werden, dass CDKAL1 in der Zelllinie exprimiert wird. 
Nach Evaluation der idealen Zellzahl wurde zur Untersuchung der Effektivität der RNA-
Interferenz eine Real Time PCR entwickelt mit welcher semiquantitativ im Vergleich zu 
einem geeigneten anderen Gen (HPRT - Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
Transferase) die Menge an CDKAL1 mRNA ermittelt werden konnte. So ließ sich eine 
Suppression des Gens auf durchschnittlich 50% nachweisen. 
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Anschließend erfolgte die Analyse der Menge an Insulin mRNA mittels 
semiquantitativer Real-Time PCR und die Konzentration an Insulinprotein mittels 
spezifischem ELISA. Zudem wurden die Zellen 2 Stunden mit Glukose oder 
Kaliumchlorid stimuliert. 
 
Die dabei gewonnenen Resultate zeigten, dass CDKAL1 bei Insulinomzellen keinen 
Einfluss auf die Insulintranskription hat. Es ließen sich weder in den unstimulierten, 
noch in den mit Glukose oder Kaliumchlorid stimulierten Zellen relevante 
Veränderungen der Insulin mRNA-Menge nach Suppression von CDKAL1 nachweisen.   
Auch die intra- und extrazellulären Insulinkonzentrationen zeigten in den 
unstimulierten und mit Kaliumchlorid stimulierten Zellen keinen wesentlichen Effekt 
auf einen Knockdown von CDKAL1.  
Allerdings war bei den Messungen der extrazellulären Insulinkonzentration eine 
verringerte Sekretionsantwort auf eine Glukosestimulation auffällig. Daher scheint 
CDKAL1 einen direkten Einfluss auf die Insulinsekretion vor allem unter Bedingungen 
erhöhter Glukosekonzentration, wie es sie typischerweise beim Diabetes mellitus Typ 2 
gibt, auszuüben.  
 
Neuere Studien konnten zeigen, dass CDKAL1 für ein Enzym aus der Familie der 
Methylthiotransferasen codiert. Diese Enzyme als Untergruppe der Radikal-S-
Adenosylmethionine (SAM)-Superfamilie modifizieren das Nukleosid Adenosin als 
Baustein zahlreicher transfer RNAs (tRNA) durch Methylierung und Thiolierung, um 
deren adäquate Funktion bei der Translation diverser Proteine sicherzustellen.  
So lässt es sich auch erklären, dass in den Experimenten keine Veränderung der Menge 
an Insulin mRNA nachweisbar war, wenn CDKAL1 erst auf Translationsebene eingreift.  
 
Da allerdings in der vorliegenden Arbeit auch keine Änderung der intrazellulären 
Insulinkonzentrationen auffällig war, muss es möglicherweise weitere Ziele für CDKAL1 
in der Betazelle geben. Diese möglichen Wege müssen Gegenstand weiterer 
Untersuchungen sein, um so ein noch besseres Verständnis für den 
Pathomechanismus und die Assoziation zwischen CDKAL1 und Diabetes mellitus zu 
bekommen.  
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